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KJ2050 Analytisk kjemi, GK

Kromatografi
(Analytiske separasjoner og kromatografi)

Kunnskap for en bedre verden

1. Innledning (og noe terminologi)
2. Noe generell teori

A. Retensjonsparametre

B. Sonespredning

C. Sonespredningsmekanismer
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A. Douglas C. Skoog, Donald M. West, F. James Holler, Stanley R. Crouch: Fundamentals of Analytical Chemistry, 8th Ed., 2004.
Sider 920 - 1003 -- Kapitler 30E, 31, 32, 33B.

Teorien kan deles opp i :

e A retensjonsparametere
- hvor langt, hvor raskt vandrer stoffet ?

. B : sonespredning
- hvor samlet holder stoffet seg ?
- hvor brede / smale blir toppene (flekkene) ?

o C : faktorer, prosesser som forarsaker sonespredning
- Hva er arsaken til spredningen
- Modeller og kvantifisering, bl.a. Den forenklede VAN DEEMTER ligning)
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2.B. Teori : Sonespredning / Bandspredning (eng. Band broadening)
t=0 t=teng
Ideal : Planar : g: %F w _."Zj
or to l;=o e Vart @nske :

’ u minst mulig spredning !!!

Columns : E Minst mulig overlapping av
: topper (soner, band)
to — = = lettere sikrere identifisering
og kvantifisering.

REALITET :

" toppene” (el. flekkene) t=0 t=teng

= sonene med analytter o o B

sprer seg, utvider Planar : Al I o & o

seg under elueringen. ! I B

or

Columns J\

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8th: P. 920 —-1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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2.B. 1. Ideal kromatografisk topp

Ideal kromatografisk topp
= Gauss- eller Normalfordelingskurve ("klokke”-kurve) :

{1/2@} Forutsetning : konstant fordelingskoeffisient K , K,
7 . . . .
y = hmax e lineaer (fordelings-)isoterm for fasefordelingprosessen
. b owol y-akse: stoffmengde
’ ‘ 5 5 | 5 5 ; = detektor-respons;
: : : ; \J( ; ; : ; ; ; enhet: h,, (= maks. topphgyde)
: 3 E E o . tangen:t gl mﬂ-azlekspn:spunkt : E )
sl R Pﬂ;"*:f/} _____ N N ‘Infleksjonspunkt’ =
infleksib ! ! N infleksjons: 08
iy \\ . . bkt | P Tm vendepunkt(er) av kurven
A ' - For definisjon av w, og w;, se
05 oo A R | S S VN S R 05123640 neste side.
i Z D01 4o . =
: : . : | 0044 5o x-akse : (x- )_() .
o : e - ‘ - T : R = avstand fra gjennomsnitlig x
S50 4D 30 20 10 00 1.0 20 30 40 50D (toppmaksimum);

enhet : s (standardavvik)
A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8th: P. 920 -1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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Normalfordelingskurve fordi - molekylene til analytten har ikke alle den "sanne’
retensjonstiden t; (eller Ly, eller Vg) :

Awviket (x- x) fra X ertilfeldig (stokastisk) og
hyppigheten av avvikene er "normalfordelte”, fglger en Normalfordeling

=> Normalfordelings-, Gauss-, "klokke”-kurve

"Statistiske mal” kan brukes for & beskrive - kvantifisere - en (ideal) toppbredde :

e varians (¢?) eller
. standardavvik (o).

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8" P.920-1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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Spesielle egenskaper/karakteristika for "Gauss-toppen”
og sammenheng mellom ulike mal for topp-bredden : y =h.. e

e Kurven er symmetrisk, i forhold til (x - ?) = 0 (toppsymmetriakse).

e Ved 0,607 h,,, erbredden 2c ! (Deteravstanden mellom kurvens vendepunkter)

e Basisbredde w, = 4c
avstand av skjeeringspunktene mellom basislinjen og tangentene til kurven (gjennom vendepunktene)

e "Halvbredden" w, = 23546 =2-2:1In2)%-c
= 0,589 - w,
=% (2 In2)*% - w,
= Bredden av toppen i halv hgyde av toppmaksimum;
engelsk FWHM = Full Width at Half Maximum
(foruten "halvbredde” (som ikke er anbefalt fordi det inviterer til feiltolkning)).

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8" P.920-1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.

KJ2050-2016 Om kromatografi, R. Schmid




19.10.2016

2.B. 2. Effektivitet (innen kromatografi oLy N
= sone(-ikke-)spredning) ): e o w w n

e
(e EH )

Y = hp.e ?

Effektiviteten av et kromatografisk system er systemets
... evne til & holde stoffet/analyttene (sonene, bandene, toppene) samlet,
... evne til & hindre sonespredning.

stor effektivitet <« lite sonespredning
& Smale topper (soner/band/flekker)
(og omvendt)

Som mal for sonespredningen kan (bl.a.) statistiske uttrykk benyttes som er utledet av
Normalfordelings-toppens egenskaper, s.o., (selv om de da kalles noe annet — se nedenfor).

De ulike Mal for (kromatografisk) effektivitet nevnt her :
Forutsetter (som regel) konstante elueringsbetingelser og symmetrisk toppform (ellers noksa komplisert) .
Beskrevet her for kolonnekromatografi.

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8th: P. 920 -1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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2.B. 2. Effektivitet (innen kromatografi = sone(-ikke-)spredning):

-0 300 20 00 00 10 20 30 40

(i) Platetall, N (tidligere: "Antall te;oretiske plater’, eng.: plate number) - _é[m'i;;“i’}
f
N=|2% eller tilsv. for Vg

kvadrat av retensjonstid / kvadrat av standardavvik av tg
= invers (relativ) varians av retensjonstiden.

Stor N < stor effektivitet < liten sonespredning
< smale topper

2

) |t t: ) tr )
Nzle.[_Rj - w: :5,545.(_RJ :8.|n2.(_RJ
Wo A Wh Wh

Mest kjent form)

Forutsetter symmetriske topper.
Hvis ikke kromatografiske topper er symmetriske ,”"Gauss-topper”
... betydelig mer komplisert for eksakt beregning av platetallet (v.h.a. beregning av s.k. "statistiske momenter”) !

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8" P.920-1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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2.B. 2. Effektivitet (innen kromatografi = sone(-ikke-)spredning):

40 30 -2.0 -1.0 0.0 1.0 2.0 3.0 40
-
x-%
e '_U,_’ }
e

(i) Platehgyden, H Y = B
(tidligere : "Hoyde-Ekvivalent til en Teoretisk Plate”, HETP, eng.: plate height)

H= L/N L = kolonnelengde
N = platetallet

Stor H < lite effektivitet < stor sonespredning <«
brede topper

H er proporsjonalt med variansen (av molekylenes retensjonstid)

Det er ogsa definert sakalte "effektive” parametere (N, Hef) ; de baserer seg pd justerte retensjons-verdier (t'g, V'g),
Istedenfor platehgyden, brukes noen ganger "antall plater pr. meter" (eller pr. en annenlengdeenhet) = N/L

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8" P.920-1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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Obs. !

N og H: beskriver én topp
ved konstante elueringsbetingelser ("iso-").
varierer litt, med tg, Vg, k, for en gitt kolonne.

Nar N er (omtrent) konstant ....
.... da gker bredden, w;, (0g o ), omtrent proporsjonalt med t; eller Vg !

- lav t; (eller Vi) = smal topp,
ty

hgy ty (eller Vi) = bred topp.

N.B.: det finnes ikke noe fysiskt inne i kolonna som tilsvarer de (teoretiske) platene !

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8" P.920-1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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| Hvaer Rs?
0 her >§ J‘
2. B. 3. Opplosning (R, , eng.: Resolution) mellom topper j f‘l°g;: her | 2
Kromatografi er for (separasjon av) flere enn én topp/analytt, d.v.s. w. rl [ ) i
=  Mal for separasjon av t_o topper m.h.t. deres bredde = o “ | 2‘.\
og avstand ("overlapping"). g -

10

T
Rg for peaks 1 & 2 in Fig. is
coarsely estimated to = 3;

Rs for peaks 3 & 4 is estimated
to=0,9

N.B.: i figuren til venstre

€ R, =1,33
Utregning basert pa et kromatogram :
t - 14 At At
Rs = = E— )
V(W 1+ Wy, 5) 2(c,+ ay) 0,85(wy, 1+ Wy 5)

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8" P.920-1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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Rs 171 174 1/16
lllustrasjon av opplgsnings-tall : 0_6/‘“\ /\ /\\

OISM A\ /‘L

R,=10 =~ 10

tilsvarer ~3% areal-overlapping mellom (~ jevnstore) topper

Full basislinje-separasjon tilsvarer vanligvis
125

Rs=15.

Oppl@sning Rs = 1,5

Figure 1.9, Comparison of resolution values for peaks of equal and nonequal
heights. Reproduced from the Journal of Chr -aphic Sci by permissi
of Preston Publications, Inc.

J M.Miller "Chromatography, Concepts and Contrasts’, Wiley, 2005
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B

//"'/:\k\\ // \

At

t

Utledning av Rg ut fra generelle teoretiske parametere :
Uttrykker platetall (effektivitet) v.h.a. de ulike fysiko-kjemiske parametere til
separasjonssystemet, som vi kjenner:

R. = % R_ VN~ a-1 |:= 14 N Neft -1
1+ k o o

Likningen viser bidragene til Rg (kvantitativ) - blir ikke brukt til Rg-utregning

A.D.C.Skoog & al. : F.0.An.Ch. 8" P. 920 - 1003 - Ch. 30E, 31, 32, 33B.
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Sammenheng mellom a 0g Rg (hhv. separasjonstall og opplgsning) :

General overview : Relations between o and Rs:

Small o, Larger c,
small N I 1 small N !
B | | - ’ ' ' -
| | I I
/w
Small c, \ \ Larger o,
larger N / larger N
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2.B. 4. Kompliserende faktor : Asymmetri

Fravik fra "Gauss”-toppens strenge symmetri !

Tailing’ (haledannelse) Fronting’ (= leading’)
ideal ¢ o o ideal @ o o
Planar: real @ wlly suofl real ® s & x=Lengde-akse
start front start frant

Kolonne:
& x = tids-akse
(el. volum-akse)

ERP e R
Arsak : K, fordelingskoeffisienten, varierer med konsentrasjonen av prgvekomponenten !
(Raoults lov falges ikke.)

Dette er meget ugnsket !
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2.B. 4. Kompliserende faktor: Asymmetri

Dette er meget ugnsket !

Fordi : Asymmetri gjor

+ retensjonsparametere (tz, Rr, Vg ) proavemengde-
avhengig = “upalitelig”

+ topp-arealer (og—hgyder) mindre sikkert bestemmbare (hvor
starter, hvor slutter toppen ?)
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